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論 文 内 容 要 旨
緒言
カーネーシ ョン,スイー トピー,デ ルフィニウム,ペ チュニアな どの花きは,花 弁
や雌ずいか ら生成す るエチ レン,あ るいは外部から与えられたエチ レンによって,
花が急速に老化 し,観 賞価値を失 う。このよ うなエチ レン誘導型の老化を示す花き
においては,花 の品質を維持するためにエチ レンの生成 あるいは作用 を人為的に抑
制す るための技術開発が必要である。現在,エ チ レンの作用阻害剤であるチオ硫酸
銀錯イオン(s丑ver面・sul石ate面onicc・mplex,STS)が,エチ レン誘導型の老化 を示す
花きの鮮度保持剤 として広 く用い られているが,主 成分である銀イオンによる環境
汚染が危惧 されてお り,これに代わる新たな鮮度保持技術の開発が待望 されている。
エチ レン低生産性 あるいはエチ レン非感受性に改変 された植物 を作出す ることは鮮
度保持技術 開発の一環 として重要である.ま た作出 された植物は,エ チ レン誘導型
の老化を示す花 きにおけるエチ レンの生合成 と作用の制御機構を解析する うえで極
めて重要な材料であると思われる。
カーネーシ ョン花弁の老化(イ ンロー リングと萎れ)は,花 弁において大量に生成
され るエチ レンの作用によるものである.エチ レンの生合成は,1一ア ミノシクロプロ
パ ンー1一カルボン酸(ACC)合成酵素(ACS)とACC酸化酵素(ACO)に よって触媒
され る.花 弁におけるエ チ レン生成の増加 は,雌 ずいにおいて生成 されたエチ レン,
あるいは外部から処理 されたエチ レンによって自己触媒的に起きる.自 己触媒的な
エチ レン生成には,エチ レンによるACS遺伝子 とACO遺伝子の発現の誘導が関与 し
てい ることが知 られている.カ ーネーシ ョンでは,3つ のACS遺伝子がcDNAクロ
ーンとして単離 されている(DCレ望(∬1,D(=し4G∫2,D6レ4(二∫ヨ)。また,ACO遺伝子の
cDNAクローンが1っ 単離 されている(pSR120).これ らの遺伝子は,花 の老化時に
組織特異的に発現が制御 されている.老 化時の花弁では,ACS遺伝子DG4(ぎ1と
ACO遺伝子pSR120が大量に発現 していることか ら,自 己触媒的なエチ レン生成に
関与 してい るもの と考えられている.
本論文では,カーネーション花弁において老化時に発現が誘導 され るエチ レン生合
成系遺伝子 を導入す ることにより,エ チレン低生産性のカーネーションの形質転換
体を作出 し,そ の性質を解析す ることを 目的 とした.
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1。 エ チ レ ン低 生 産 性 カー ネ ー シ ョン形 質転 換 体 の 作 出
カ ー ネ ー シ ョン花 弁 老化 時 に発 現 す るACS遺 伝 子 とACO遺 伝 子 のcDNAの 翻 訳 領
域 をカ ー ネ ー シ ョン'(品種Nora)の老化 花 弁 か ら単 離 した.単 離 したcDNAの 翻 訳
領 域 はそ れ ぞれ,既 報 告 のACS遺 伝 子D6週 α 辱1cDNA(CARACC3)とACO遺伝 子
cDNApSR120と99%以上 の ホ モ ロジー が認 め られ た.こ れ らのcDNAを セ ン ス あ
るい は ア ン チ セ ンス 方 向 に導 入 す るた め に,Tiプ ラス ミ ドベ クタ ー(plG121-Hm,
pMLH2113-GUS)を基 本 に5種 類 の コ ンス トラ ク トを構 築 した.plG121.Hmにっ い
て は,カ リフ ラ ワー モ ザ イ ク ウイ ル ス(CaMV)35Sプ ロモ ー ター 領 域 の 下流 の 浄グ
ル ク 白ニ ダ ーゼ(GUS)遺 伝 子 を置 き換 え る こ とに よ り,ACS遺 伝 子cDNAの 翻 訳
領 域 あ るい はACO遺 伝 子cDNAの 翻 訳 領 域 を セ ン ス方 向 あ るい は ア ンチ セ ンス方 向
に導 入 した コ ン ス トラ ク ト(plG121-DCACS(OR.+),plG121-DCACS(OR.),plG121-
DCACO(OR+),plG121-DCACO(ORう)を構 築 した.pMLH:2113-GUSにっ い て は,高
発 現 プ ロモ ー ターEl2Ωの 下流 のGUS遺 伝 子 を置 き換 え る こ とに よ っ てACO遺 伝 子
cDNA翻訳 領 域 をセ ン ス方 向 に導 入 した コ ン ス トラ ク ト(pMLH2113-DCACO(OR+))
を構築 した(図1).品 種Noraの外 植 片 に,構 築 したTiプ ラス ミ ドを導 入 した ア グ
ロバ クテ リ ウム(魂z・傭 吻 形劒 ψ伽 ∫)EHAio1を感 染 させ,ハ イ グ ロマ イ シ ン耐 性
の シ ュー ト塊 を誘 導 し,形 質 転 換 個 体 を再 生 した(図2).形 質 転 換 操 作 の結 果,
plG121-DCACS(OR+)から2系 統,plG121-DCACS(ORうか ら3系 統,plG121-
pMLH2113-GUSナ 伽d田Baπ7団SaoI
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図1。 バイナ リーベクターpMLH21望3-GUS(上段)とAGC酸 化 酵素 遺伝子 をセンス方 向
に導 入す るため のコンストラクトpMLH2113-DGACO(OR+)(下段 のT-DNA領域.
RB,T-DNA領域 のrightborder;LB,丁一DNA領域 のlefしborder;NPTll,ネオマイシン
フォスフォトランスフェラーゼ(NPT川遺 伝子;PNOS,渕.亡㎜ θ治o治η5ノパ リン合 成酵 素
遺 伝 子プロモーター領域;TNOS,月.孟傭 θ倉o治〃5ノパ リン合成 酵素 遺伝 子 ターミネー ター
領 域;日2,CaMV35Sプロモーター5'上流域(一419～一90)×2;P35S,CaMV35Sプロモー
ター配 列;Ω,TMVの5'非翻訳 領域;DCACO(ORF),ACC酸化酵 素遺伝 子cDNA翻訳領
域(966bp;矢印 の方 向は,調 節遺 伝 子P35S,TNOSに対 して,センス方 向に導 入されて
い ることを示す);HPT,ハイグ ロマイシンフォスフォトランスフェラーゼ(HPT)遺伝子;
E35S-P35S,エンハンサー領 域が 重複 したCaMV35Sプロモー ター配 列:τ35S,
CaMV35Sのターミネーター配 列.
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DCACO(OR+)から1系 統,GUS遺 伝 子 を含 むpMLH2113-GUSから5系 統,
pMLH2113-DCACO(OR+)から1系 統のハイグロマイシン耐性個体が得 られた(表1)・
pMLH2U3-GUSによる形質転換効率は1.7%であったが,ACS,ACO遺伝子を導入す
るための コンス トラク トによる全体の形質転換効率 は約02%で あった.こ のこと
は,導 入 された.ACO,ACS遺伝子が形質転換体の再分化能力 に何 らかの影響を及ぼ
していることが原因であると考え られた.コ ンス トラク トpMLH2113-DCACO(OR+)
から得 られた形質転換系統 詔601について,ゲ ノムDNAを 抽 出してサザ ン解析 を・
行った.そ の結果,最:低5コ ピーのACO遺 伝子の導入 が確認 された.
アグ ロバ クテ リウム(A.'ume治c16ηsEHA101)を
品 種Noraの 外 植 片 に感 染
o
ハイグロマイシン耐性シュートの誘導
n
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?
?
?
?
?
?
ハイグロマイシン耐性個体の再生
図2.アグロバクテリウムを感染させた外植片からの形質転換体の
再生過程.
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表1.得られた形質転換系統
コンストラクト 処理外植片数 系統数* 系統名
plG121-RCACS(OR+)400
DCACS(OR一)920
DCACO(OR+)800
DCACO(OR一)920
pM田2113-GUS300
DCACO(OR*)380
?
?
?
?
?
?
?
sACS9,sACS2
aハCSプ,aACS2aACS3
εン4CO2
sメICO7
*各コンストラクトが導入されたアグロバクテリウムを感染させ
た外植片から,ハイグロマイシン存在下で別 々のシュートとして
再分化し,再生させた植物体の数
2.sハCOプ形 質転換系統切花の自然条件における老化現象
コンス トラク トpMLH2113-DCACO(OR+)から得 られた形質転換系統 詔601にっい
て,花 の老化,花 のエチレ・ン生成,花 弁のエチ レン生合成系酵素(ACS,ACO)の活
性,エ チ レン生合成系遺伝子mRNAの 蓄積について解析 を行った.
非形質転i換系統 と詔(℃1形質転換系統の満開後の切花の様子を比較 した.非 形質
転換系統 の切花は,満 開5日 後まで鑑賞に堪える状態を維持 し,6日 後に花弁のイ
ンロー リングが起き,9日後に完全にしおれ乾燥 した(図3).一 方,詔601形質転
換系統の切花では花弁のインロー リングは起こらず,鑑 賞に堪える期間は非形質転
換系統の約2倍 であった(図3).非 形質転換系統の花では満開4日 後から6日 後の
問にクライマクテ リックなエチ レン生成の増加が起きたのに対 し,詔 σ01形質転換
?
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? 鱒麟灘
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図3,非形質転換系統(品種Nora)の切花(上段)と畝001形質転換系統
の切花(下段)の満開後の様子.
両系統各5本の切花を,花が満開になった段階で採取し,茎を約20
cmに切り戻して脱塩水に生け,P1閉鎖系温室に遮光条件で置いた.写
真は,満開時(dO)および,満開5～10日後(d5～d10)のもの.
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系統 の花で はエチ レン生成 はほ とん ど
検出 されなかった(図4).超 ω プ形質
転換系統の成熟葉のエチレン生成量は,
非形質転換系統 の葉のエチ レン生成 量
の約26.1%と少なかった(図5).茎 のエ
チ レン生成量については両者の間に有
為な差は認 められなかったが,詔 σ01形
質転換系統では少ない傾向を示 した(図
5).このことか ら,導 入 された遺伝子
のエチ レン生合成に及ぼす影響は,花 に
限 定 され てい ない こ とが分 か った.
詔601形質転換系統花弁の満開4日 後の
花弁のACO活 性 は非形質転換系統花弁
の約5%,ACS活 性は非形質転換系統の
約30%,満開5日 後の花弁のACC含 量
は非形質転換系統の約30%に抑 え られ
ていた.ノ ザ ン解析 を行った ところ,
非形質転換系統では,満 開4日 後か ら7
日後の花弁において,Aご0遺伝子mR:NA
とACS遺伝子mR:NAが大量に蓄積 して
いたのに対 し,磁σ01形質転換系統では,
いずれの時期 の花弁 にもACO遺 伝子
mR:NAとACS遺伝子m:R:NAはほとん ど
蓄積 していなかった(図6).
詔00プ形質転i換系統におけるACO活
性,ACS活性 の低下 と,それによるエチ
レン生成の抑制,花 弁のインロー リング
の消失は,セ ンスACO遺 伝子の導入に
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図4.満 開後の花 のエチレン生成量 の変化.
満 開時に採取 した花 のエチレン生成 量を6時
間毎 に測 定した.グラフには,各 系統5つの花の
それ ぞれ のエチレン生成量をプロットした.NT,
非形 質転 換系統;sACO,訊001形質転換 系統.
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図5.非形質転換系統(NT)畠4001形質転換系
統(sACO)の葉(第6葉)と茎(第6節)のエチレン
生成量.
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よって,内 生のACO遺 伝子
mRNAとACS遺伝子 ㎡RNAの蓄
積が抑制 されているためである
ことが示 された.導 入 されたセ
ンスACO遺 伝子はコサプ レッ
シ ョン現象を引き起 こして,内
生のACO遺 伝子mRNAの 蓄積
を抑制 し,そ の結果,ACS遺伝
子mkNAの 蓄積が抑制 されたも
のと考 えられた.
3.sハCOプ形質転換系統花弁の
外生エチ レンに対する反応
詔601形質転換系統では,セ
ンスACO遺 伝子の導入 によって,塾F
花弁における自己触鋤 なエチAiり
繍欝 三lll沸
た花弁にエチ レン処理を行い,エ
チ レンによって誘導 され る現象
について解析を行った.
満 開時 の花 か ら採取 した花弁
にエチ レン処理(10μlr1,18h)
を行った.
NTsACO
講0舳 霞 ♪ひ3㎞
一㌃顯墜 離∴岬㎞
畔置=雷 国
図6.非形質転換系統と麟001形質転換系統の
切花の,花弁におけるACC酸化酵素遺伝子と
ACC合成酵素遺伝子のmRNAの蓄積.
非形質転換 系統(NT)とs4001形質転換系
統(sACO)の満開時(dO)および,満開後(d3,
d4,d5,d7)の花弁から抽出した全RNA10閥を
分離したブロットを作成し,DIG標識プ昌一ブによっ
てρ0」・4001mRNA(1段目),00・凶057mRNA
(2段目)を検出した.3段目(rRNA)は,RNAを分
離した変性アガロースゲルをエチジウムブロマイ
ド染色したリボゾームRNん
NT sACO
19??欝鯉
贈)で曜1
図7.非形質転 換系統 と麟001形質転換 系統の
エチレン処理花 弁におけるインロ 一ーリングの誘導,
非形質転 換系統(NT)と5凶001形質 転換系統
(sACO)の満 開時(dO)の花 から花弁を単離 し,
10μ口'1のエチレンを18時間処 理した(C2H4).対
照区に はエチレンと等量 の空気を注入 した(Air).
写 真 は処 理終 了後1時間 後の花弁.
の4001形質転換系統の花弁では,非 形質転換系統の花弁 と同様 に,エ チ
レン処理 によってイ ンロー リングが起きた(図7).一 方,詔601形 質転換系統花
弁のエチ レン生成量は,非 形質転換系統花弁の場合の5%以下に抑えられていた(図
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8).カ ーネ ーシ ョン花弁で は,
ACO遺伝子,ACS遺伝子に加 え,
システインプロテイナーゼ(CP)
遺伝子が,自然条件 あるいは受粉に
よる老化時,または外生エチ レンに
よって発現誘導 され るこ とが知 ら
れている.CPは花弁の しおれを引
き起こす細胞 の崩壊に関与す る分
解酵素の1つ とみなされている.こ
れ らの遺伝子 についてノザン解析
を行ったところ,非形質転換系統の
花弁ではエチ レン処理後,ACO遺
伝子,ACS遺伝子の各mRNAが 大
量:に蓄積 していたのに対 し,詔601
形質転換系統花弁 では,こ れ らの
mRNAの蓄積量はいずれ も非形質
転換系統に比べて極めて少なかっ
た(図9).一 方,CP遺伝子mR:NA
は,非 形質転換系統 と 超σ01形質
転換系統のいずれ の花弁において
も,エチレン処理後,蓄積量が大幅
に増加 した(図9).
詔601形質転換系統花弁では,
外生エチ レンの存在下において も
ACS遺伝子の発現が抑 えられてい
た ことから,カー ネ ーシ ョン花弁 に
おい てはACS遺伝子の発現には,
ACO遺伝子が同時に発現する必要
があることが示唆 された.さ らに,
NTNTsgCOsACO
AirC2H4AirCZH4
図8.非形質転換系統とs4001形質転換系統の
エチレン処理花弁におけるエチレン生成量.
非形質転換系統(NT)と訊001形質転換系
統(sACO)の各系統4個の花 について,採取した
花弁をそれぞれ等分し,10"iド,18時間のエチレ
ン処理(d2H4)あるいは無処理(Air)を行い,1時
間後の花弁のエチレン生成量を測定した.
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図9.非形質転換系統と畝001形質転換系統の
エチレン処理花弁におけるACC酸化酵素遺伝子,
ACC合成酵素遺伝子,システインプロテイナーゼ
遺伝子のmRNAの蓄積。
非形質転換系統(NT)と訊001形質転換 系統
(sACO)について,10鉢lr,18時間のヱチレン処
理(c2H4)あるいは無処理(Air)の花弁から抽出し
た全RNA10μgを分離したプロットを作成し,DIG
標識プローブによって00引001mRNA(1段目),
00」=4051mRNA(2段目),システインプロテイナー
ゼmRNA(3段目)を検出した.4段目(rRNA)は
RNAを分離した変性アガロースゲルをエチジウム
ブロマイド染色 したリボゾームRNA.
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外生エチ レン存在下の 詔σ01形質転i換系統花弁では,エ チレンの生合成(ACO遺伝
子,ACS遺伝子の発現の誘導)が 抑制 されている一方で,花 弁のインロー リング,
CP遺伝子の発現は誘導され ることが分かった.以 上のことから,カーネーションの
花弁の老化時に同時に誘導 され るこれ らの現象は,独 立 して制御 されてい ることが
示 された.
まとめ
本研究では,エ チ レンによる花の老化が顕著であると同時に,花 き産業のなかで
も切花 として重要な品目の1つ であるカーネーションを材料に,エ チレン低生産性
形質転換体 を作出 し,その性質を解析す ることを目的 とした.
ACS遺伝子,ACO遺伝子を導入 した形質転換カーネーションの作出を試みた結果,
複数の形質転換系統が得 られた.&4CO1形質転換系統について,最 低5コ ピーの導
入遺伝子の存在 を確認 した.超(〕01形質転換系統は,花 のエチ レン生成が抑制 され
ているために花弁のインロー リングが起きないことが示 された.花 の寿命は非形質
転換系統の2倍 に延長 し,カ ーネーション切花の鮮度保持の目標 レベルに達 したこ
とが明 らかになった.花 弁におけるエチレン生成の抑制は,ACO遺伝子 とACS遺伝
子の発現が,導入 されたセンスACO遺 伝子 によって抑制 されていることが原因であ
るもの と考えられた.
詔CO1形質転換系統花弁の外生エチ レンに対する反応の解析か ら,カ ーネーシ ョ
ン花弁におけるACS遺伝子の発現には,ACO遺伝子が同時に発現する必要がある可
能性が示 された.さ らに,花 弁老化時にエチ レンによって誘導 され る現象(エ チレ
ン生成 と花弁のインロー リング)は,超60ブ 形質転換系統花弁における外生エチ レ
ンに対する反応性 の違いか ら,そ れぞれ独立 して制御 されていることが明 らかにな
った.こ のことか ら,エ チ レンによる花弁の老化 には,自 己触媒的なエチ レン生成
の増加 と花弁のイ ンロー リングが,異 なるエチ レンシグナル伝達系路によって制御
されている可能性 を示すモデルが考えられた(図10).今 後,エ チレンの レセプタ
ー遺伝子,エ チ レンのシグナル伝達に関与す る遺伝子の発現が抑 えられた形質転換
体を作出して解析を行 うことで,こ れ らの現象が制御 されるシグナル伝達経路 を遺
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図10.カーネーション花弁老化に関与するエチレンシグナル伝
達系路のモデル
朗001形質転換系統の花弁において抑制されている部分を
二重線で囲った.既知の阻害剤(STS,AVG,AOA)の作用点を
「T」で示した.受容に働いているエチレンのレセプター はρ0一
石腰 であると考えられる.
伝子 レベルで解明す ることが可能になるもの と期待 され る。
本研究において著者は,遺 伝子組換えによるエチ レン低生産性化 ・非感受性化が,
有効な切花の鮮度保持技術になる可能性があることを示 した.さ らに,エ チ レンの
生合成 と作用に関わる遺伝子の発現が抑制 された形質転換体が,花 弁老化時のエチ
レンの生合成 ・作用の制御機構を解明す るための有効な研究材料になる可能性 を示
した.
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図6.非形質転換系統と詔001形質転換系統の
切花の,花弁におけるACC酸化酵素遺伝子と
AGC合成酵素遺伝子のmRNAの蓄積.
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再生過程,
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図7.非形質転換系統と朗001形質転換系統の
エチレン処理花弁におけるインローリングの誘導.
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図9.非形質転換系統と話001形質転換系統の
エチレン処理花弁におけるACC酸化酵素遺伝子,
ACC合成酵素遺伝子,システインプロテイナーゼ
遣伝子のmRNAの蓄積,
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図3.非形質転換系統(品種Nora)の切花(上段)とs4001形質転換系統
の切花(下段)の満開後の様子.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
エチ レンは,植 物 の成長 と分化 を多岐 にわた り調節す る植物 ホルモ ンであ り,花 の老化 において も重
要な役割 を果 た している。高等植物 においてエチ レンはL「メチオニ ンか ら,S一アデノシルーL一メチオニ ン
(Ado-Met),1一ア ミノシ クロプロパ ン+カ ルボン酸(ACC)を経 て生合成 される。Ado-MetからACCの転換
はACC合成酵素(ACS),ACCからエチ レンの転換 はACC酸化酵素(ACO)が触媒す る。 カー ネーシ ョンを
は じめ とするエチ レン誘導型の老化 を示す花 きで は,エ チ レンの生合成 ・作用 を抑制す るための技術 開
発が花 の鮮度 を維持す るうえで重要である。
カー ネーシ ョンの切花 では,花 弁 において生成 されたエチ レンが急激な花弁 の老化(インロー リング と
萎 れ)を誘導す る。花弁 におけ るエチ レン生成 は自己触媒的であ り,こ れ にはACS,ACOの両遺伝子の
発現 誘導 が関与 している。本研究では,エ チ レン生合成 系遺伝子 の発現抑 制に よるエチ レン低生産性化
に着目 して,カ ーネーシ ョンACS,ACO遺伝子 をセ ンス,ア ンチセンス遺伝子 として導入 したカーネー
シ ョン形質転換 体の作出 を試み,セ ンスACO遺伝子 が導入 され た形質転換 系統sACO1の性 質の解析 を
行 った。 まず,カ ∴ネー シ ョン切花の 自然老化時 に見 られる現象 を解析 した。sAσ01系統の切花では,
花弁の イ ンロー リングが消 失 し,切 花の観賞可能 な期 間が非 形質転換系統の2倍 に改善 された。 イン
ロー リングの消失 は,花 弁におけるACS,ACO両遺伝子の発現 と自己触媒的エチ レン生成の抑制が原因
であ るこ とを示 した。次 に,外 生 エチ レン存在 下におけ る花弁 の反応 を解析 した。エチ レン処理 後の
s≧4CO1系統の花弁では,、ACS,ACO両遺伝子の発現 と自己触媒的エチ レン生成は抑 制 されていた。一
方,花 弁の インロー リングはエチ レン処理 によって誘導 された。 また,花 弁の インロー リング と萎れ を
引 き起 こす花弁細胞 の崩壊 に関与す る もの と考 え られてい るシステイ ンプロテイナーゼ遺伝子の発 現誘
導が非形 質転換系統 と同様 に認め られた。 これ ら訊CO1系統 の解析か ら,通 常 カー ネーシ ョン花弁老化
時 に同時 にみ られる花弁の 自己触媒的エチ レン生成 と花弁の インロー リング ・萎れは,互 いに独 立 した
系で誘導 され ることを示 した。
以上の ように本研究は,遺 伝子組換 えに よるエチ レン低生 産性 ・非感受性植物 の作 出 と解析が,花 き
の新たな鮮度保持技術 を開発す るため に必要 な基礎的知見 を得 るための有用な研究材料 になる可能性 を
示 した ものであ り,審 査員一同は本論文は博士(農学)の学位 を授 与するに値す る内容 であ ると判定 した。
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